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(57) Abstract 

The process attempts to produce especially cargUage cells in vitro. The cells are placed in a three-dimensional supporting structure, 
preferably of a polymer nonwoven, with the shape of the supporting structure corresponding to that of the implant to be obtained. The 
supporting structure is then perfused with a nourishing solution for a long period so that the intercellular matrix bonding the cells together 
can form at least partially within the supporting structure. The supporting structure with the at least partially formed intercellular matrix is 
then implanted. On the subsequent resorption of the supporting structure, the shape of the implant is preserved thanks to the intercellular 
matrix then formed. 



Mit dem Verfahren wird angestrebt, insbesondere Knorpelzellen in vitro herzustellen. Die Zellen werden hierbei in einer 
dreidimensionalen Tragerstruktur, vorzugsweise aus einem Polymervlies eingelagert, wobei die Form der Tragerstruktur der Form des 
spfiteren hnplantates entspricht Die Tragerstruktur wird anschlieBcnd mit einer Nfihrlosung ubcr cine lange Zeit pertundiert, wodurch 
sich innerhalb der Tragerstruktur die interzellulare Matrix, die die Zellen aneinanderbindet, zumindest teilweise ausbilden kann. Die 
Tragerstruktur mit der zumindest teilweise ausgebildeten interzellularen Matrix wird dann implantiert Bei der anschliefienden Resorption 
der Tragerstruktur bleibt die Form des Implantates durch die dann ausgebildete interzellulare Matrix erhalten. 
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Verfahren zum Herstellen eines Iirrplantates aus Zellkulturen 

Die Erfindungf bezieht sich auf ein Verfahren zum Herstellen 
eines Implantates aus Zellkulturen, insbesondere eines 
Implantates mit Knorpelzellen, wobei diese Zellen auf eine 
resorbierbare Tragerstruktur aufgebracht und anschlieSend 
implantiert werden. 

Soil entferntes korpereigenes Gewebe, z.B. Knorpelgewebe 
ersetzt werden, so ist man bisher auf im wesentlichen zwei 
Moglichkeiten angewiesen: 

1. Das bendtigte Gewebe kann Leichen entnommen, konserviert 
und dann implantiert werden. Hierbei treten in einigen Fallen 
Immunreaktionen auf. 

2. Zum Ersatz des entfernten Gewebes kann Eigengewebe 
verwendet werden, das dem Patient en an anderer, nach aufien 
nicht sichtbarer Stelle entnommen und an dem Ort des 
entfernten Gewebes implantiert wird. Hier sind keine 
Immunreaktionen zu befurchten. 

Ein entscheidender Nachteil dieser beiden Verfahren liegt 
jedoch darin, dafi wegen der immer gr6fieren Anzahl von 
Implantationen insgesamt zu wenig Material vorhanden ist, so 
daS der gewunschte Ersatz des Gewebes haufig nur 
unvollstandig erfolgt. 

Man hat daher ein drittes Verfahren vorgeschlagen, namlich 
auf einem Polymer faserbundel aus resorbierbarem Material in 
herkommlicher Weise isolierte und vermehrte Zellen 
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auf zubringen und die BOndel zu implantieren; vgl. C.A.Vacanti 
et al., Plastic and Reconstructive Surgery, Vol. 8, No. 5, 
Nov. 1991, S. 753-759. Durch tTbereinander- und 
Nebeneinanderschichtung der Bundel k6nnte das Implantat quasi 
dreidimensional modelliert werden. Nach der Implantation wird 
das Polymermaterial resorbiert, wobei gleichzeitig zwischen 
den einzelnen Zellen die interzellulare Matrix aus 
insbesondere Kollagen aufgebaut werden soli, so daS sich im 
Endstadium eine in das umliegende Gewebe integrierte und voll 
funktionsfahige Gewebestruktur ergibt. 

Dieses Verfahren ist noch im Versuchsstadium, an Tieren 
erprobt, jedoch in der Humanmedizin noch nicht angewendet. 

Schwierigkeiten durften sich bei diesem Verfahren bei der 
Modellierung des gewunschten Implantates ergeben, da eine 
Formstabilitat der ubereinander und nebeneinander gelegten 
Faserbundel wahrend der Resorption des Fasermaterials nicht 
zu erwarten ist. Aufierdem wurden sich bei grofieren 
Inplantaten Schwierigkeiten mit der Ernahrung der einzelnen 
Zellen ergeben, die im Inneren des Implantates gelegen sind. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren 
anzugeben, mit der Zellgewebe, insbesondere Knorpel gewebe, in 
einer fur die Implantation gunstigen Konf iguration zur 
Verfugung gestellt wird. Insbesondere soil das Implantat eine 
gute Formbarkeit und Formerhaltung im implantierten Zustand 
aufweisen und die Ernahrung der einzelnen Zellen im Implantat 
sicher gewdhrleisten. 

Diese Aufgabe ist gemaS der Erfindung durch die im 
Patentanspruch 1 angegebenen kennzeichnenden Merkmale gel6st. 

Die grundlegende Idee der Erfindung besteht demnach darin, 
eine dreidimensionale formstabile Tragerstruktur mit der 
gewunschten Implantationsf orm aus einem Material mit einer 
zusammenhangenden inneren Oberflache und einem geringen 
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Volumen, z.B. einem Polymervlies, vorzuformen, in den inneren 
Hohlraum der Tragerstruktur Zellen einzubringen und die die 
Zellen aufnehmende Tragerstruktur mit einer NahrlGsung zu 
durchstrdmen. Sobald sich dann die interzelluiare Matrix 
zumindest teilweise ausgebildet hat, kann die gesamte 
dreidimensionale Tragerstruktur implantiert werden. 

Durch die dreidimensionale Tragerstruktur wird 
sichergestellt, dafi auch wahrend der Resorption die Zellen 
mit ihrer interzellularen Matrix formstabil bleiben und die 
gewunschte Form des Implantats auch nach der Implantation 
beibehalten wird. 

Durch die Perfusion wird sichergestellt , dafi auch die 
innerhalb der Tragerstruktur gelegenen Zellen ausreichend mit 
Nahrlosung versorgt werden und daS diese Versorgung 
aufrechterhalten bleibt, wenn sich die interzelluiare Matrix 
zumindest teilweise aufgebaut hat- Durch den Aufbau der 
Tragerstruktur und gegebenenfalls eine entsprechende 
Praparation erfolgt der Eintritt der Nahrldsung in die 
Tragerstruktur und deren Durchdringung im wesent lichen nur 
durch Diffusion, was im ubrigen auch der Situation in vivo 
entspricht. Die Ernahrung der in der Tragerstruktur 
auf genommenen Zellen durch Diffusion kann im ubrigen noch 
dadurch sichergestellt werden, dafi die gesamte Tragerstruktur 
mit einem Material ummantelt wird, das im wesentlichen nur 
eine Diffusion zuiaSt. Ein solches Material ist z.B. Agarose. 

Durch die Ernahrung der Zellen in der Tragerstruktur uber die 
Diffusion wird verhindert, daS die Zellenprodukte, 
insbesondere die f\ir den Aufbau der interzellularen Matrix 
notwendigen Kollagene und Proteoglycane aus dem Zellverband 
ausgeschwemmt werden. Das Zuruckhalten dieser notwendigen 
Faktoren, d.h. deren Retention kann noch dadurch verbessert 
und unterstutzt werden, wenn die Perfusion der 
Tragerstrukturen mit der Nahrl6sung intervallartig erfolgt. 
In den Perf usionspausen werden dann die Zellprodukte am Ort 
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gehalten und bilden die Verbindungen mit den Zellen, 
wohingegen in den Perfusionsphasen auch unerwtinschte 
Zellprodukte aus der Tragerstruktur und der Matrix 
ausgeschwemmt werden kfinnen. 

Weitere Ausgestaltungen der Erfindung gehen aus den 
Unteranspruchen hervor. 

Die Erfindung ist in einem Aus fuhrungsbei spiel anhand der 
Figur naher eriautert, in der das Verfahren hinsichtlich der 
verwendeten Gerdte schematisch dargestellt ist. 

In der Beschreibung wird nur auf die Hers t el lung von 
Knorpelgewebe in vitro Bezug genommen; es ist jedoch ' 
selbstverstandlich, daE hier auch andere Zellgewebe 
entsprechend behandelt werden konnen. 

Fur eine Implantation werden patienteneigene Knorpelzellen in 
herkommlicher Weise auf einem Kulturmedium vermehrt. 

Aus einem resorbierbaren formstabilen Polymerf aservlies wird 
eine Tragerstruktur hergestellt, deren Form dem spateren 
Implantat entspricht. Geeignet Vliesmaterialien sind z.B. 
Polyglykole oder Polylactide. Hieraus lassen sich Vliese 
herstellen, die eine groSe innere zusammenhangende Oberfiache 
bei gleichzeitig minimalem Materialvolumen aufweisen. Die 
zusammenhangende innere Oberfiache der Tr&gerstruktur wird 
mit einem Adhasionsf aktor, z.B. Poly-L-Lysin beschichtet bzw. 
benetzt. Diese Benetzung erfolgt z.B. durch Eintauchen der 
Tragersturktur in eine Polylysinl6sung und anschliefiende 
Lyophilisation, d.h. Gef riertrocknung, so daS der 
Adhasionsfaktor im wesentlichen die gesamte innere Oberfiache 
der Tragerstruktur bedeckt. 

Wenn in der oben erwahnten Zellkultur eine ausreichende 
Anzahl von Zellen vorliegt, werden diese in der Suspension 
mit dem Kulturmedium in die dreidimensionale entsprechend 



WO 94/20151 



PCT/DE94/00235 



5 

prdparierte Tragerstruktur gefullt. Zur ErhGhung der 
Viskositat der Suspension kann dieser noch ein 
resorbierbarer, die Viskositat erhfihender Stoff , z.B. die 
erwahnte Agarose zugesetzt werden. 

Die die Zelle aufnehmende Tragerstruktur wird anschliefiend 
mit Agarose ummantelt, indem z.B. die Tragerstruktur in eine 
2%ige Agaroseldsung eingetaucht wird. Anschliefiend wird die 
Tragerstruktur einem Kaiteschock unterworfen, z.B. durch 
Eintauchen in ein kaltes Wasserbad von etwa 4°C / wobei sich 
die Agarose des Mantels und ebenso die gegebenenfalls die der 
Suspension zugefugte Agarose verfestigt. Eine derartige 
Mafcnahme erleichtert die folgende Handhabung. 

Diese derart praparierte Tragerstruktur ist in der Figur mit 
1 bezeichnet und wird in eine Perfusionsapparatur 2 
eingesetzt. Diese Apparatur 2 besteht aus einem Gehause 3, in 
dem eine Perfusionskammer 4 vorgesehen ist, in die die 
Tragerstruktur eingesetzt wird. In das Gehause 3 mundet eine 
Zufuhrleitung 5 fur eine Nahrldsung, die zunachst in eine 
Mischkammer 6 eintritt, in- der die Stromung vergleichmafiigt 
wird, bevor sie in die Perfusionskammer 4 eintritt. An die 
Perfusionskammer 4 schliefit sich dann eine AbfluSkammer 7 an, 
aus der eine Abf lufileitung 8 zu einem Auf f angbehaiter 9 
fuhrt. Das Gehause 3 der Perfusionskammer 4 ist mit einer 
Abdeckung 10 Hberdacht und wird durch eine Heizung 11 auf 
gleichbleibender Temperatur entsprechend der mittleren 
K6rperteirperatur von 37 °C gehalten. 

Die eigentliche Perfusionskammer 4 kann noch mit Agarose 
zumindest teilweise auf gefullt sein. 

Durch die Perfusionskammer 4 wird langsam eine Nahrlosung, 
z.B. die im Handel unter der Bezeichnung Hams F12 erhaltliche 
L6sung gefuhrt. Diese Nahrlosung wird durch eine Pumpe 12, 
z.B. eine peristaltische Pumpe transportiert , die in der 
Zuleitung 5 angeordnet ist und Nahrldsung aus einem 
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Vorratsbeh&lter 13 ansaugt. Dieser Vorratsbehaiter 13 
befindet sich z.B. in einem Wasserbad 14 bei einer Temperatur 
von 4°C. Die zeitliche Transportmenge der peristaltischen 
Pumpe 12 ist sehr gering und in dem hier vorliegenden Fall 
fur die Herstellung von Knorpelgewebe auf etwa ein Milliliter 
pro Stunde eingestellt. Damit lassen sich einige 
Tragerstrukturen - in der Zeichnung sind drei derartige 
Tragerstrukturen 1 in der Perfusionskammer 4 dargestellt - 
ausreichend ernahren, wobei diese Tragerstrukturen einen 
Querschnitt von maximal einer DaumennagelgroSe aufweisen. 

Die peristaltische Pumpe 12 wird durch einen Zeitgeber 15 
intervallartig gesteuert, wobei die Intervalle je nach Grdfie 
der Tragerstrukturen und der Perfusionskammer einstellbar 
sind: In der Praxis werden die Pump- und Pausenintervalle 
sich im Minuten- bzw. Stundenbereich befinden. Gute 
Ergebnisse wurden bei Pump- und Pausenintervallen von jeweils 
ca. 30 Minuten erreicht. 

Perfusionsapparaturen sind an sich bekannt. Sie dienen 
ansonsten dazu, Zellkulturen, die auf einer Membran 
angeheftet werden, mit kontinuier lichen Bedingungen zu 
zuchten, und ersetzen damit die herkdmmlichen Petri-Schalen. 
Die Membranen mit den auf gebrachten Zellkulturen konnen 
hierbei durch Schlitze in die Perfusionskammer eingesetzt 
werden . 

Die durch die Perf usionsapparatur 2 gefuhrte Nahrl6sung 
dif fundiert durch den Mantel aus Agarose in die 
Tr&gerstruktur 1 # so dafi die darin auf genommenen Zellen 
ernahrt werden. Die Stromung der Nahrlosung und die 
Intervallsteuerung sind so eingestellt, dafc die fur den 
Aufbau der interzellularen Matrix notwendigen Zellprodukte 
nicht weggeschwemmt werden, sondern an ihrem Platz 
verbleiben. Im Laufe der Zeit bildet sich die interzellulare 
Matrix mit ihren Kollagenf asern zwischen den Zellen aus, so 
dafi die Zellen aneinander gebunden werden. Die Tragerstruktur 



WO 94/20151 



PCI7DE94/00235 



7 

und die Agarose kdnnen sich wahrend dieses langdauemden 
Prozesses zumindest teilweise aufldsen. Durch die Ausbildung 
der interzelluiaren Matrix bleibt jedoch die vorgegebene Form 
und damit auch die gewunschte Form des spateren Implantates 
erhalten. 

1st die interzelluiare Matrix ausreichend ausgebildet, was 
etwa ab 10 Tagen bis in einigen Wochen der Fall ist, wird die 
Tragerstruktur aus der Perfusionskammer herausgenommen und 
iirplantiert . Im Laufe der Zeit wird die Matrix 
weitergebildet , wahrend die Tragerstruktur resorbiert wird. 

Es konnte gezeigt werden, dafi mit einem derartigen Verfahren 
tatsachlich die interzelluiare Matrix in vitro aufgebaut 
wird, was bis dato soweit bekannt noch nicht beobachtet 
wurde. 

Es ist des weiteren m6glich, sogenannte gewebsmorphogene 
Faktoren an das Vlies der Tragerstruktur anzulagern. 
Derartige morphogene Faktoren regen die Zellbildung und die 
Bildung der interzelluiaren Matrix und damit die 
Knorpelbildung an. Derartige Faktoren kdnnen entweder bereits 
in die Tragerstruktur wahrend der Bildung der interzelluiaren 
Matrix in der Perfusionskammer oder nach der Implantation in 
die Tragerstruktur eingebracht werden. Eine elegante Losung 
besteht darin # den gewebsmorphogenen Faktor direkt an das 
Vliesmaterial zu koppen oder an einen Antikorper zu koppeln 
und das Vliesmaterial der Tragerstruktur mit Haptenen zu 
versehen, an die sich die Antik6rper anlagern. Dadurch wirken 
diese Faktoren nur lokal im Bereich der Tragerstruktur. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Herstellen eines Implantates aus 
Zellkulturen, insbesondere Knorpelzellen, wobei die Zellen 
auf einer resorbierbaren Tragerstruktur aufgebracht und 
anschliefiend gemeinsam mit dieser implant iert werden, 
gekennzeichnet durch folgende Merkmale: 

es wird eine dreidimensionale, im wesentlichen formstabile 
entsprechend der gewunschten Form des Imp 1 ant at s vorgeformte 
Tragerstruktur mit einer zusammenhangenden inneren Oberfiache 
und einem geringen Volumen verwendet; 

in den inneren Hohlraum der Tragerstruktur werden die Zellen 
eingebracht ; 

die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur wird mit einer 
Nahrldsung zumindest so lange perfundiert, d.h. durchstr6mt, 
bis sich zumindest teilweise eine die Zellen aneinander 
bindende interzellulare Matrix ausgebildet hat, wonach die 
Tragerstruktur implantiert werden kann. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Tragerstruktur ein Vlies aus Polymerf asern, insbesondere 
Polyglykolen oder Polylactiden ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Tragerstruktur, bevor die Zellen in 
diese eingebracht werden, mit Adhesions faktoren, insbesondere 
Poly-L-Lysin, versehen wird, 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Adhasionsfaktoren durch Lyophilisation auf die innere 
Oberflache der Tragerstruktur aufgebracht werden. 
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dafi der innere Hohlraum der 
Tragerstruktur so gestaltet und dimensioniert ist, dafi die 
Nahrlosung durch die Tragerstruktur diffundiert. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur mit einem Material, 
insbesondere Agarose, ummantelt wird, durch das die 
Nahrlosung hindurchdif fundi er en kann. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die- Tragerstruktur mit den darin 
aufgenommenen Zellen intervallartig durchstromt wird, so dafi 
sich an eine Perfusionsphase jeweils eine Pause anschliefit. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Tragerstruktur mit den darin 
aufgenommenen Zellen zur Perfusion in eine Perf usionskammer 
eingesetzt wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Zellen in der Suspension mit 
dem Kulturmedium in die Tragerstruktur eingebracht werden, 
wobei zusatzlich die Suspension mit einem die Viskositat 
erhohenden Stoff , vorzugsweise Agarose, versetzt wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi an die Tragerstruktur ein 
gewebsmorphogener Faktor angelagert wird, der die Zellbildung 
und die Bildung einer interzelluiaren Matrix unterstutzt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der gewebsmorphogene Faktor an einen Antikorper gekoppelt 
wird, der sich an dem Material der Tragerstruktur, 
vorzugsweise an dort auf gebrachten Haptenen anlagert . 
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1. Verfahren zum Herstellen eines Implantates aus 
Zellkulturen, insbesondere Knorpelzellen, wobei die Zellen 
auf eine im implantierten Zustand resorbierbare 
Tragerstruktur aufgebracht und anschliefiend gemeinsam mit 
dieser implant iert werden, gekennzeichnet durch folgende 
Merkmale: 

es wird eine dreidimensionale, im wesentlichen f ormstabile 
und entsprechend der gewunschten Form des Implantats 
vorgeformte Tragerstruktur mit einer zusammenhangenden 
inneren Oberflache und einem geringen Volumen verwendet; 

in den inneren Hohlraum der Tragerstruktur werden die 
Zellen eingebracht; 

die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur wird mit einer 
Hulle aus einem Material ummantelt, das so gewahlt ist, da£ 
eine Nahrlosung durch dieses Material in das Innere der 
Tragerstruktur stromen kann; 

die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur wird durch die 
Hulle hindurch mit einer Nahrl6sung zumindest solange 
perfundiert, d.h. durchstrdmt, bis sich zumindest teilweise 
eine die Zellen aneinander bindende interzelluiare Matrix 
ausgebildet hat, wonach die Tragerstruktur implant iert 
werden kann. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
Material der Hulle so gewahlt ist, daS fur die Nahrl6sung 
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im wesentlichen nur eine Diffusion in das Innere der 
Tragerstruktur zugelassen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , 
daS das Material der Hulle so gewahlt ist, dafi die fur den 
Aufbau der interzelluiaren Matrix notwendigen 
Zellenprodukte, insbesondere Kollagene und Proteoglycane, 
durch die Hulle im Inneren m der Tragerstruktur 
zuruckgehalten werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das Material der Hulle Agarose ist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Tragerstruktur ein Vlies aus 
Polymerfasern, insbesondere Polyglykolen oder Polylactiden 
ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Tragerstruktur, bevor die Zellen in 
diese eingebracht werden, mit Adhesions faktoren, 
insbesondere Poly-L-Lysin, versehen wird. 

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Adhasionsfaktoren durch Lyophilisation auf die innere 
Oberfiache der Tragerstruktur aufgebracht werden. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi der innere Hohlraum der Tragerstruktur 
so gestaltet und dimensioniert ist, dafi die Nahrl6sung 
durch die Tragerstruktur dif fundiert . 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Tragerstruktur mit den darin 
auf genommenen Zellen intervallartig durchstrfcmt wird, so 
dafi sich an eine Perfusionsphase jeweils eine Pause 
anschliefit . 



6. 



7. 
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10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Tragerstruktur mit den darin 
aufgenommenen Zellen zur Perfusion in eine Perfusionskammer 
eingesetzt wird. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet , daS die Zellen in einer Suspension mit dem 
Kulturmedium in die Tragerstruktur eingebracht werden, 
wobei zusatzlich die Suspension mit einem die Viskositat 
erhdhenden Stoff , vorzugsweise Agarose, versetzt wird. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi an die Tragerstruktur ein 
gewebsmorphogener Faktor angelagert wird, der die 
Zellbildung und die Bildung einer interzelluiaren Matrix 
unterstutzt. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi der 
gewebsmorphogene Faktor an einen Antikorper gekoppelt wird, 
der sich an dem Material der Tragerstruktur, vorzugsweise 
an dort auf gebrachten Haptenen anlagert. 



GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19) 



WO 94C0151 



PCT/DE94/00235 



1/1 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



lute ml Application No 

PCT/DE 94/00235 



A. a ASSIHCAllON Ol- SURJI-CT MATTER 

IPC 5 A61L27/00 C12N5/00 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national dasrification and IPC 



B. I1FLDS SKARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 5 A61L C12N 



Documenuuon searched other than minimum documentation to the extent that such documents arc included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the tntenuuonal search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



W0,A,88 03785 (J. VACANTI) 2 June 1988 
see claims 

see page 11, line 16 - page 13, line 1 
see page 22, line 18 - line 25 
see page 23, line 22 - line 32 
see page 49, line 1 - line 5 

W0,A,90 12603 (J. VACANTI) 1 November 1990 
see claims; examples 

EP,A,0 282 746 (TAKEDA CHEMICAL 

INDUSTRIES) 21 September 1988 

see column 4, line 3 - line 28; claims 

EP,A,0 470 681 (W.R. GRACE & CO.) 12 
February 1992 

see column 7, line 32 - line 38 

-/-- 



Relevant to claim No. 



l-ii 



l-n 
l-u 



® 



Further documents arc listed in the continuation of box C. 



m 



Patent family members are listed in annex. 



* Speaal categories of ated documents : 

'A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E* earlier document but published on or after the international 

Tiling date 

"L" document which may throw doubts on pnonty claimfs) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

T* document published prior to the international filing date but 
later than the priority dale claimed 



~T later document published after the international filing date 
or pnonty dale and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X* document of particular relevance; the d aimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

# Y" document of particular relevance; the daimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the arc 

*A" document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



6 June 1994 



Due of milling of the inlemiboni) Kirch report 



15.06.94 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. S81 8 Patentlaan 2 
NL ■ 2280 HV Rijswijk 
Td. ( ■» 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax 31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Cousins-Van Steen, G 



PCT/1SA/2I0 (ti 



J sheet) (July 1993) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inte mal Application No 

PCT/DE 94/00235 



C(Conunuation) DOCUMKNT5 CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category" 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



US, A, 4 846 835 (0. GRANDE) 11 July 1989 

W0,A,85 04185 (A. CAPLAN) 26 September 
1985 



Form PCT1SA/219 (amtinuatien of 



id sheet) (July 1 992) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

information on patent family members 



lute m&J Application No 

PCT/DE 94/00235 



Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


died in search report 


date 


member (s) 


date 



W0-A-8803785 


02-06-88 


EP-A- 


0Z99010 


1 Q— HI .QQ 






JP-T- 


150136Z 


lo ut) <jy 






U5-A- 


5041138 


Oft— ftQ—01 


WO-A-9012603 


01-11-90 


US-A- 


5041138 


20-08-91 






AU-B- 


635025 


11-03-93 






AU-A- 


5556890 


16-11-90 






CA-A- 


ZUblbbo 








EP-A- 


0469070 


05-02-92 






JP-B- 


6006155 


26-01-94 






JP-T- 


4505717 


08-10-92 


EP-A-0282746 


a< rt<A AO 

21-09-88 


JP-A- 




10 Ul 07 


EP-A-0470681 


1*9 rt*> GO 

1Z-0Z-9Z 


1D— A — 




Ul U/ <7w 




CA-A- 


2048746 


09-02-92 


US-A-4846835 


11-07-89 


N0NE 






WO-A-8504185 


26-09-85 


US-A- 


4609551 


02-09-86 




AU-A- 


4153985 


11-10-85 






EP-A- 


0175762 


02-04-86 



Form PCT/IS A/210 (patent f«mUy 



r)(July IW2) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



PCT/DE 94/00235 



A. KI.A5SIF1Z1KRUNG DKS ANMKLDUNG5GEGENSTANDES 

IPK 5 A61L27/00 C12N5/00 



Nach der Intemauonalen Patcnudasnnkation (IPK) odcr nach dcr nattonalcn Klasafikauon und dcr IPK 



B. RECHERCIIIERTF. G KB IETF 



Recherchierter Mindestprufstofr (Klamfikattonssystem und Kluafikanoassymbole ) 

IPK 5 A61L C12N 



Recherchicrtc abcr mchi zum Mindestpnifstoff gchbrcndc Veroffentlichungen. soweu diese unicr die rechcrchiertcn Gebiete fallen 



Wahrend dcr intemattonalcn Recherche konculticrte dektrontschc Datcnbank (Name dcr Datcnbank und cvU. vcrwendete Suchbegrifle) 



C. ALS WESKNTI JCH ANGESEHENF. UNTERLAGEN 



kategonc* 



Bezeichnung dcr VerofTentlichung, soweit erforderiich Onter Angabe der in Bctracht 



TeUe 



Betr. Anspruch Nr. 



WO, A, 88 03785 (J. VACANTI) 2. Juni 1988 
siehe Anspriiche 

siehe Seite 11, Zeile 16 - Seite 13, Zeile 
1 

siehe Seite 22, Zeile 18 - Zeile 25 

siehe Seite 23, Zeile 22 - Zeile 32 

siehe Seite 49, Zeile 1 - Zeile 5 

WO, A, 90 12603 (J. VACANTI) 1. November 
1990 

siehe Anspriiche; Beispiele 

EP.A.O 282 746 (TAKEDA CHEMICAL 
INDUSTRIES) 21. September 1988 
siehe Spalte 4, Zeile 3 - Zeile 28; 
Anspriiche 

-I— 



1-11 



1-11 



1-11 



y Wei ten VeroffcnUiehungen and der ForueRunf von Held C zu 



m 



Siehe Anhang Patentfamilic 



• Bcsondere Katcgoncn von angegchenen VeroffcnUiehungen » 

"A* VeroffcnUichung, die den allgemeinen Stand der Technik dcfiniert, 
abcr racht als besondert bedeutxam anzusehen m 

"E* Uteres Dokument, das jedoch erst am odcr nach dcm intcmationalcn 

Anmddedatum veroffcntlichl wordcn ist *x 

*L* Veroffentlichung, die gedgnet tst, cincn Prioritf tsanspruch zweifdhaft er- 
schdnen zu lassen, Oder durch die das Veroflcndichungsdatum einer 
andercn lm Rechcrchenbericht genanntcn Veroffentlichung belegt werden »y 
soil Oder die aus etnem andercn besondcrcn Grund angegeben tst (wic 
ausgcfijhn) 

"O* Veroffentlichung, die sich auf dne mundlichc Offenbarung, 

cine Bcnutzung, arte Ausstdlung odcr anderc Maflnahmen beaeht 
"P* VerofTentlichung, die vor dcm intemaUonalen Anmeldcdatum, abcr nach . . 
dcm beanspruchlcn Prioritatsdatum verb fTcntlichl wordcn ist 



Spaterc VerofTentlichung, die nach dcm intcmationalcn Anmddedatum 
Oder dcm Pnontatsdatum veroffentlicht wordcn ist und mit der 
Anmcldung mcht kollidiert, sondem nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugrundcliegenden Pnnaps Oder der ihr zugrunddiegenden 
The one angegeben ist 

VeroffcnUichung von besondcrer Bcdeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dicscr VeroffcnUichung mcht als neu odcr auf 
erfuiderischer Tatigkdt beruhend betrachtet werden 
Veroffentlichung von besondcrer Bedeutung; die beanspruchte Eriraduni 
kann mcht als auf erfinderischer TaUgkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerofTentlichung nut oner odcr mehreren andercn 
Veroffentlichungen dicscr Kategonc in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur dnen Fachrnann naheliegcnd ist 
VerofTentlichung, die Mitglicd derselben Patentfamilic tst 



Datum des Abschlusscs dcr intcmauonalcn Recherche 



6. Juni 1994 



Absendcdatum des intcmationalen Rcchcrchenbcnchts 



1 5. OB. 94 



Name und Postanschnft der Internationale Recherchcnbchorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 PatentUan 2 
NL • 2280 H V Ripwijk 
Td. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl, 
Fax (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bedicnstcter 

Cousins-Van Steen, G 



Formfalatt PCT/ISA'210 (Btott 2) (Juli 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERN ATI O N ALE R RECHERCHENBERICHT 



Intc mala Aktcnxachcn 

PCT/DE 94/00235 



CfFortsetnmg) ALS WESENTLICH ANGE5E1IENE UNTERLAGEN 



K»tcgonc' 



Bczeichntmg dcr Vcrbflcrulichunt. aowcu erfordertjch unier Angabc dcr in Bctrmchi kommenden Talc 



Bar. Arapruch Nr. 



EP.A.O 470 681 (W.R. GRACE & CO.) 12. 
Februar 1992 

siehe Spalte 7, Zeile 32 - Zeile 38 

US, A, 4 846 835 (D. GRANDE) 11. Jul i 1989 

W0.A.85 04185 (A. CAPLAN) 26. September 
1985 



Formbiitt PCT/I&A/2I0 <FortMUUft| «u> Blatt 2) (Juli 1912) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Anjahen zu VerofTcnUichD.^a. die zur i 



PCT/DE 94/00235 



lm Recherchenbcrichi 


Datum der 


Mitgfcdfer) der 


Datum der 


angeftihries Puenidokument 


VerfifTendichung 


Patenifamilie 


V eroffen Uichung 


W0-A-8803785 


02-06-88 


EP-A- 


0299010 


18-1)1-89 






JP-T- 


1501362 


18-05-89 






US-A- 


5041138 


20-08-91 


™~ ~— — — »— — — — — — — — 

WO-A-9012603 


01-11-90 


US-A- 


5041138 


20-08-91 






AU-B- 


635025 


11-03-S3 






AU-A- 


5556890 


16-11-90 






CA-A- 


2051663 


18-10-90 






EP-A- 


0469070 


05-02-92 






JP-B- 


6006155 


26-01-94 






JP-T- 


4505717 


08-10-9Z 


EP-A-0282746 


21-09-88 


JP-A- 


1010983 


13-01-89 


EP-A-0470681 


12-02-92 


JP-A- 


5168470 


02-07-93 






7ftd£74fi 

fcUHO/ tO 


U? Uc 3t 


US-A-4846835 11-07-89 


KEINE 






WO-A-8504185 


26-09-85 


US-A- 


4609551 


02-09-86 




AU-A- 


4153985 


11-10-85 






EP-A- 


0175762 


02-04-86 



Formtrtiu PCT/1SA/2I0 (Anhanf PatcntiimiUtKJoli 1992) 



i 

c 



Patent Number: 

Publication date: 
Inventor(s): 
Applicant(s): 
Requested Patent: 

Application Number: 
Priority Number(s): 
IPC Classification: 
EC Classification: 
Equivalents: 



HI US5891455 
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Abstract 



PCT No. PCT/DE94/00235 Sec. 371 Date Sep. 6, 1 996 Sec. 102(e) Date Sep. 6, 1996 PCT Filed Mar, 3 f 1994 
PCT Pub. No. WO94/20151 PCT Pub. Date Sep. 15, 1994ln a process for producing an implant from cell 
cultures in vitro, tissue cells, particularly cartilage cells, are introduced into a three-dimensional self-supporting 
structure preformed preferably from nonwoven polymer material, the supporting structure having a shape 
corresponding to that of the desired implant. The supporting structure is then perfused with a nourishing solution 
for a sufficiently long period of time that an intercellular matrix which bonds the cells together is formed at least 
partially within the supporting structure. The supporting structure with the at least partially formed intercellular 
matrix may then be implanted. Upon subsequent resorption of the supporting structure, the shape of the implant 
is maintained and preserved by the intercellular matrix then formed. 
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